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Gebiet der Erflndimg 

Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige Lipase- Enzymvariant en 
mit verbesserten Eigenschaften, fur die Expression dieser Varianten ko- 
dierende DNA-Konstrukte, zur Expression der Varianten aus den DNA-Kon- 
strukten beffihigte Wirtszellen sowie ein Verf ahren zur Erzeugung der Va- 
rianten durch Zuchtung der Wirtszellen, 

Hlntergrxind der Srflndung 

Die EinfGhrung und die Entwicklung von rekombinanten DNA-Techniken 
hatten einen starken Einfl\ifi auf dem Gebiet der Proteinchemie , Aufgrund 
dieser Technik kommt es in Betracht, Peptide und Proteine, wie Enzyme, 
gemas speziellen Kriterien zu konzipieren, was die Herstellung von Ver- 
bindungen mit erwunschten Eigenschaften erlaubt. 

Aufgrund der VerfOgbarkeit dieser Techniken wurde es m6glich. Enzyme 
mit erwOnschten Aminosfiuresequenzen zu konstruieren. Diesem Ziel wurden 
erhebliche Forschungsanstrengungen gewidmet. 

Die Primarstruktur einer Anzahl von Lipasen wurde bestimmt und in 
der Literatur beschrieben (Boel et al.. Lipids, Bd, 23 (1988), S. 701- 
706; de Care et al., Biochim. Biophys . Acta, Bd. 671 (1981), S. 129-138; 
Winkler et al., Nature, Bd. 343 (1990), S. 771-774). Ferner wurde auch 
die Tertiarstruktur einer starker beschrankten Anzahl von Lipasen aufge- 
kiart (Winkler etal.. Nature, Bd. 343 (1990), S. 771-774; Brady et al.. 
Nature, Bd. 343 (1990), S. 767-770; J. D. Schrag et al . , Nature, Bd. 351 
(1991), S. 761-764). Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daS Lipasen 
offensichtlich bestimmte gemeinsame Strukturmerkmale aufweisen, daS aber 
andererseits auch unter den Lipasen erhebliche strukturelle Variationen 
bestehen. 

Zusasnaenfassende Darstellung der Erfindung 

Weitere Untersuchungen haben nunmehr ergeben, daS sich verbesserte 
Eigenschaften von Lipasen durch eine oder mehrere spezifische Mutationen 
in der DNA-Seguenz, die eine spezielle Lipase exprimiert, erzielen las- 
sen, wodurch man Lipase-Varianten mit derartigen verbesserten Eigenschaf- 
ten erhait. 

Infolgedessen betrifft die vorliegende Erfindung gemas einem Aspekt 
eine Lipase-Variante einer parentalen Lipase, die eine trypsinart ige ka- 
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talytische Triade umfafit, die ein aktives Serin, das sich in einer vor- 
wiegend hydrophoben, ISnglichen Bindungstasche des Lipase-Molekuls befin- 
det, einschlieSt, wobei die eleJctrostatische Ladung und/oder die hydro- 
phobe Beschaffenheit der Lipid-Kontaktzone der parentalen Lipase durch 
Deletion oder Substitution einer oder mehrerer negativ geladener Amino- 
sSurereste durch neutrale oder positiv geladene Aminosfiurereste und/oder 
durch Substitution einer oder mehrerer neutraler AminosSurereste durch 
positiv geladene Aminosclurereste und/oder durch Deletion oder Substitu- 
tion einer oder mehrerer hydrophiler Aminosfiurereste durch hydrophobe 
AminosSurereste verSndert ist. Einfachheitshalber wird diese Lipase-Vari- 
ante nachstehend als Lipase-Variante I bezeichnet. 

Ira gegebenen Zusammenhang bezeichnet der Ausdruck "trypsinartig" den 
Sachverhalt, daG die parentale Lipase eine katalytische Triade an der ak- 
tiven Stelle umfaEt, die der Triade^von Trypsin en tspricht , d. h. die 
AminosSuren Ser, His und einen der Reste Asp, Glu, Asn oder Gin. Einige 
Lipasen k^nnen eine Oberf ISchen-Schleif enstruktur umfassen, die das ak- 
tive Serin bedeckt, wenn die Lipase in ihrer inaktiven Form vorliegt (ein 
Beispiel fOr eine derartige Lipase wird von Brady et al , beschrieben; 
Nature, Bd. 343 (1990) , S. 767-770), Wird die Lipase aktiviert, so wird 
die Schleifenstruktur unter Freilegen der Reste des aktiven Zentrums ver- 
schoben, was eine Oberflfiche mit erhdhter Oberf ISchenhydrophobizitat 
schafft, die bei oder wShrend der Hydrolyse in Wechselwirkung mit dem Li- 
pidsubstrat tritt, Im vorliegenden Fall wird diese Oberfiache als die 
"Lipidkontaktzone" bezeichnet, was Aminosaurereste umfassen soil, die 
sich innerhalb dieser Oberfiache befinden oder einen Teil davon bilden. 
Diese Reste kfimnen an der Lipase -Wechselwirkung mit dem Substrat bei oder 
wahrend der Hydrolyse teilnehmen, wenn die Lipase die Hydrolyse von Tri- 
giyceriden aus der Lipidphase bei Aktivierung durch Kontakt mit der Li- 
pidoberfiache bewirkt. wahrend der Hydrolyse von Triglycerides werden 
FettsSuren und Mono- und Diglyceride in unterschiedlichen Mengen gebil- 
det. Ein Grund fOr die VerSnderung der elektrostatischen Ladung und/oder' 
der hydrophoben Beschaffenheit der Lipidkontaktzone durch VerSnderung der 
Lipase in dieser Zone besteht darin, daS die wahrend der Hydrolyse gebil- 
deten Fettsauren in der Lipidphase verbleiben kSnnen, wodurch eine nega- 
tiv geladene Oberfiache entsteht. Wenn die Lipase fQr Waschzwecke verwen- 
det wird, kfinnen negativ geladene Wasch- und Reinigungsmittel 
(nachstehend kurz Waschmittel) negative Ladungen an der Lipidoberf lache 
bilden. Somit kann es durch Herstellung von Lipase-Varianten, die weniger 
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stark negativ geladen sind und/oder stSrker hydrophob sind, erm5glicht 
werden, Lipasen mit unterschiedlichen SpezifitSten und/oder verbesserten^ 
Eigenschaf ten zu erhalten. 

Die vorliegende Brfindung betrifft auch ein DNA-Konstrukt , das eine 
DNA-Sequenz, die fCr eine Lipase-Variante gemSS den vorstehenden Angaben 
kodiert, umfaSt, einen rekombinanten Bxpres s ions vek tor, der dieses DNA- 
Konstrukt trfigt, eine mit dem DNA-Kpnstrukt oder dem Express ionsvek tor 
trans fortnierte Zelle sowie ein Verfahren zur Herstellung einer erfin- 
dungsgemSSen Lipase-Variante durch ZOchten und Wachsenlassen der Zelle 
unter Bedingungen, die zur Bildung der Lipase -variante fOhren, wonach die 
Lipase -Variant e aus der Kultur gewonnen wird. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Waschmitteladditiv, das eine er- 
f indungsgemSEe Lipase-Variante umfafit, gegebenenfalls in Form eines 
staubfreien Granulats, einer stabilisierten FlOssigkeit oder eines ge- 
schutzten Enzyms, sowie eine Waschmittelzusammensetzung, die die erfin- 
dungsgemSSe Lipase-Variante enthcllt. 

AusfubrXiche Beschrelbung der Srflndung 

In der vorliegenden Beschreibung und in den AnsprCichen werden die 
folgenden AbkOrzungen verwendet; 
AsnlnosSuren: 


A 


Ala 


Alanin 

V 


Val 

= 

Val in 

L 


Leu 

XX 

Leucin 

I 


lie 

3= 

Isoleucin 

P 


Pro 


Prolin 

F 

BE 

Phe 

sa 

Phenylalanin 

W 

s 

Trp 


Tryptophan 

M 

s 

Met 

JS 

Methionin 

G 

e: 

Gly 


Glycin 

S 


Ser 


Serin 

T 


Thr 


Threonin 

C 


Cys 


Cystein 

Y 


lyr 


Tyros in 

N 


Asn 


Asparagin 

Q 


Gin 


Glutamin 

D 

= 

Asp 


Asparag ins Sure 

E 


Glu 


Glutaminsfiure 

K 


Lys 


Lys in 
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R o Arg = Arginin 
H = His =» Histidin 

Bei der Beschreibung der erf indungsgemSSen Lipase-Varianten wird 
einfachheitshalber die folgende Nomenklatur verwendet: ursprCngliche Ami- 
nosaure(n): Position ( en) : substituierte Aminos Sure, (n) 

Gemas dieser Nomenklatur wird beispielsweise die Substitution von 
Glycin durch GlutaminsSure in Position 195 folgendermaSen wiedergegeben : 

Gly 195 Glu Oder G195E. 

Eine Deletion von Glycin in der gleichen Position wird folgenderma- 
fien wiedergegeben: 

Gly 195 * Oder G195*. 

Eine Insertion eines zusStzlichen Aminosaurerestes, wie Lysin, wird 
folgendermaSen wiedergegeben: 

Gly 195 GlyLys oder G195GK. 

Wenn eine spezielle Lipase eine "Deletion" im Vergleich zu anderen 
Lipasen aufweist und eine Insertion in einer derartigen Position vorge- 
nommen wird, wird dies wiedergegeben als: 

* 36 Asp Oder *36D 
fur eine Insertion einer Asparaginsaure in Position 36. 

Mehrfachmutationen werden durch Plus-2eichen voneinander getrennt, 
d. h, der Ausdruck 

Arg 170 Tyr + Gly 195 Glu Oder R170y+G195E 
gibt Mutationen in den Positionen 170 und 195 wieder, wobei Arginin und 
Glycin durch Tyros in bzw. Glut am ins Sure ersetzt sind. 

Erf indungsgemas handelt es sich bei der Lipase- Variante I vorzugs- 
weise urn ein Enzym, bei der ein oder mehr Glut amins Sure- Oder Asparagin- 
saurereste der Lipid-Kontaktzone der Lipase durch Glutamin, Asparagin, 
Alanin, Leucin, Valin, Serin, Threonin, Lysin oder Arginin ersetzt sind, 

Obgleich die parentale Lipase aus verschiedenen Quellen abgeleitet 
sein kann, z. B, SSugetier-Lipasen, wie pankreatische, gastrische, hepa- 
tische Oder Lipoprotein-Lipasen, wird im allgemeinen eine mikrobielle Li- 
pase bevorzugt. Als seiche kann die parentale Lipase unter Hefe-Lipasen, 
z. B. Candida-Lipasen, bakteriellen Lipasen, z. B. Pseudomonas -Lipasen, 
Oder mykotischen Lipasen, z, B. Humicola oder Rhizomucor-Lipasen, abge^ 
leitec sein. Es ist besonders bevorzugt, die parentale Lipase aus einer 
Gruppe von strukturell homologen Lipasen auszuwShlen- 

Gemas einer bevorzugt en AusfOhrungsform der erf indungsgemaSen Li- 
pase-Variante I handelt es sich bei der parentalen Lipase urn eine 
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Rhizomucor miehei-Lipase, insbesondere um die in EP-305 216 beschriebene 
Lipase. In dieser Ausfuhrungsform kdnnen ein oder mehr negativ geladene 
AminosSurereste durch einen oder mehr positiv geladene oder neutrale Ami- 
nos Surereste gemSfi folgenden Angaben substituiert sein: 

D91N,K,R,A,V,I„S,T; 

D256N,K,R,A,V,L,S,T; 

D226N,K,R,A,V,L,S,T; 

D61N,K,R,A,V,L,S,T; 

D113N,K,R,A,V,L,S,T; 

E20XO,K,R,A,V,L,S,T; 

D243N,K,R,A,V,L,S,T, 
Gemas einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform der Lipase-Variante 
I der Erfindung handelt es sich bei der parentalen Lipase um eine 
Humicola lanuginosa-Lipase, insbesondere um die durch den Stamm H. 
lanuginosa DSM 4106 gebildete Lipase (vgl. EP-258 068) . In dieser Ausfuh- 
rungsform kSnnen ein oder mehr negativ geladene AminosSurereste durch 
einen oder mehr neutrale oder positiv geladene AminosSurereste gemSS fol- 
genden Angaben ersetzt sein: 

E87Q,K,R,A,N,T,S,L,V; 

D254N,K,R,A,Q,T,S,L,V; 

D242N,K,R,A,Q,T,S,L,V; 

E2100,K,R,A,N,T,S,L,V; 

E56Q,K,R,A,N,T,S,L,V; 

D96N,K,R,A,Q,T,S,L,V; 

D111N,K,R,A,Q,T,S,L,V; 

D62A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E219A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E234A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E57A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E99A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

D27A,Q,N,T,S,K,R,L,V;oder 

E239A,Q,N,T,S,K,R,L,V. 
Besonders bevorzugt werden erf indungsgemfiS folgende Subs ti tut ionen: 

E87Q + D254N + D242N + E210Q; 

E87Q + D254N + E210Q; 

D96N + E87Q ^ D254N; 

R209A + E210A. 
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Alternativ kCrmen ein oder mehr neutrale AminosSurereste durch einen 
Oder mehr positiv geladene Aminos 5urereste gemSfi folgenden Angaben er- 
setzt sein: 

T267K,R; 

S85K,R; 

T226K,R; 

N88K,R; 

N92K,R; 

I255K,R; 

I202K,R? 

L206K,R; 

L259K,R; 

V203K,R; Oder 

L227K,R 

Es ist darauf hinzuweisen, dafi die Humicola lanuginosa -Lipase und 
die Rhizomucor miehei -Lipase zur gleichen Gruppe von Lipasen gehdren. 
Dies bedeutet, daS die gesamte dreidimensionale Scruktur der beiden Lipa- 
sen sehr fihnlich ist, wobei durch R6ntgenkristallographie ein hoher Homo- 
logiegrad gezeigt wurde (ein Computermodell der H. lanuginosa- und der 
Rh. miehei-Lipase isc in den Figg. lA und B bzw. 2A und B dargestellt, 
woraus die Ahnlichkeiten zwischen den Lipid- Kontaktzonen der beiden Lipa- 
sen klar ersichtlich sind) . Es ist daher wahrscheinlich, daS Modif ikatio- 
nen des fOr die eine Lipase angegebenen Typs sich auch bei der anderen 
Lipase als funktionsf ahig erweisen. 

Es ist darauf hinzuweisen, daS erf indungsgemfiS beliebige Modifika- 
tionen der Aminos Suresequenz gemfiS den vorstehenden Angaben fur die Li- 
pase-Variante I mit einer beliebigen der Obrigen vorerwahnten Modifika- 
tionen oder einer beliebigen der Modif ikationen fOr die Variant en II und 
III gemas den Angaben in WO- 92/05249 kombiniert werden kdnnen, 

Verfahren zur Herstellung der erf Indungsgeo&Sen Lipase -Varian tea 
Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zur EinfGhrung 
von Mutationen in Gene bekannt. Nach einer kurzen Er6rterung der Klonie- 
rung von f^r Lipase kodierenden DNA-Sequenzen werden Verfahren zur Erzeu- 
gung von Mutationen an bestimmten Stellen innerhalb der fOr Lipase kodie- 
renden Sequenzen erCrtert . 

Klonlerwg einer fur eine Lipase kodierenden DHA-Sequenz 
Eine fur eine parentale Lipase kodierende DNA-Sequenz kann aus be- 
liebigen Zellen oder Mikroorganismen, die die in Frage stehende Lipase 
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erzeugen, nach verschiedenen, aus dem Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren isoliert werden. ZunSchst sollte eine genomische DNA- und/oder cDNA- 
Bank unter Verwendung von chroxnosomaler DNA oder Messenger -RUA aus dem 
Organismus, der die zu untersuchende Lipase bildet, aufgebaut werden. 
Wenn sodann die AminosSuresequenz der Lipase bekannt ist, kfinnen homo- 
loge, markierte Oligonucleotidsonden synthetisiert und zur Identifizie- 
rung von fOr Lipase kodierenden Klonen aus einer Genombank von bakteriel- 
ler DNA Oder aus einer mykotischen cDNA-Bank verwendet werden. Alternativ 
kann eine markierte Oligonucleotidsonde, die zu Lipase homologe Sequenzen 
enthait, aus einem anderen Stamm von Bakterien oder Pilzen als eine Sonde 
zur Identif izierung der fur Lipase kodierenden Klone verwendet werden, 
wobei Hybridisierungs- und Waschbedingungen von geringerer Stringenz an- 
gewandt werden. 

Ein weiteres Verfahren zum Identif izieren von Lipase bildenden Klo- 
nen beinhaltet die Insertion von Fragmenten einer genomischen DNA in 
einen Express ionsvekt or, z. B. ein Plasmid, die Transformation von Li- 
pase-negativen Bakterien mit der erhaltenen genomischen DNA-Bank und an- 
schlieSend das Ausstreichen der transf ormierten Bakterien auf Agar, das 
ein Substrat fur Lipase enthSlt . Bakterien, die das die Lipase aufwei- 
sende Plasmid enthalten, bilden dann Kolonien, die von einem Hof aus 
klarem Agar umgeben sind, was auf die Verdauung des Substrats durch se- 
zernierte Lipase zurOckzufuhren ist, 

Alternativ kann die fOr das Enzym kodierende DNA-Sequenz synthetisch 
durch eingefuhrte Standardverf ahren hergestellt werden, beispielsweise 
durch das von S. L. Beaucage und M. H. Caruthers, Tetrahedron Letters, 
Bd, 22 (1981), S. 1859-1869, beschriebene Phosphoamidit -Verfahren oder 
durch das von Matthes et al,, The EMBO J., Bd. 3 (1984), S. 801-805, be- 
schriebene Verfahren. GemSS dem Phosphoamidit -Verfahren werden Oligo- 
nucleotide synthetisiert, beispielsweise in einem automatischen DNA-Syn- 
thesegerSt, gereinigt, anelliert, ligiert und in geeignete Vektoren ge- 
klont . 

SchlieSlich kann die DNA-Sequenz gemischten genomischen und synthe- 
tischen Ursprungs, gemischten synthetischen und cDNA-Ursprungs oder ge- 
mischten genomischen und cDNA- Ursprungs sein, die (dementsprechend) durch 
Ligation von Fragmenten synthetischen, genomischen oder cDNA- Ursprungs 
hergestellt worden ist, wobei die Fragmente den verschiedenen Teilen der 
gesamten DNA-Sequenz entsprechen und wobei die Herstellung gemSB stan- 
dardmaSigen Techniken erf olgt . Die DNA-Sequenz kann auch durch die Poly- 
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merase-Kettenreakcion (PCR) unter Verwendimg von speziellen Primern her- 
gestellt werden, beispielsweise gemSS dem in US-4 683 202 oder gemfifi dem 
von R. K. Saiki et al.. Science, Bd. 239 (1988), 487-491 beschriebenen 
Verfahren. 

Positionsgerichtete Hutagenese der fur Lipase kodierenden Sequexiz 

Nachdera eine fOr Lipase kodierende DNA-Sequenz isoliert worden ist 
und die gewQnschten Mutationspositionen identif iziert worden sind, kCnnen 
Mutationen unter Verwendung synthetischer Oligonucleotide eingefOhrt wer- 
den. Diese Oligonucleotide enthalten Nucleotidsequenzen, die die ge- 
wOnschten Mutationspositionen flankieren. Mutante Nucleotide werden wah- 
rend der Oligonucleotid-Synthese inseriert. In einem speziellen Verfahren 
wird eine einzelstrSngige DNA-LOcke, die die fiir die Lipase kodierende 
Sequenz OberbrOckt, in einem Vektor.der das Lipase-Gen trSgt, geschaf- 
fen. AnschlieSend wird das synthetische Nucleotid, das die gewOnschte Mu- 
tation trSgt, an einen homologen Bereich der einzelstrfingigen DNA anel- 
liert. Die verbleibende Lucke wird dann mit DNA- Polymerase I {Klenow- 
Fragment) aufgefCllt, und das Konstrukt wird unter Verwendung von T4- 
Ligase verknupf t . Bin spezielles Beispiel fur dieses Verfahren wird von 
Morinaga et al . (Biotechnology, Bd. 2 (1984), S. 646-639) beschrieben. 
Das US-Patent 4 760 025 (Estell et al . , Ausgabetag 26. Juli 1988) be- 
schreibt die EinfOhrung von Oligonucleotiden die fflr Mehrf achmutationen 
kodieren, unter DurchfOhrung von geringen VerSnderungen der Kassette, wo- 
bei jedoch durch das Morinaga -Verfahren eine noch grdfiere Vielzahl von 
Mutationen zu jedem Zeitpunkt eingefuhrt werden kann, da eine Vielzahl 
von Oligonucleotiden mit unterschiedlichen LSngen eingefOhrt werden kann. 

Bin we i teres Verfahren zur EinfOhrung von Mutationen in fOr Lipase 
kodierende Sequenzen wird von Nelson und Long, Analytical Biochemistry, 
Bd. 180 (1989),. S. 147-151, beschrieben. Dieses Verfahren be inha It et die 
dreistufige Erzeugung eines PCR- Fragments, das die gewOnschte Mutation 
enthait und unter Verwendung eines chemisch synthetisierten DNA-Strangs 
als einer der Primer bei den PCR-Reaktionen eingefOhrt wird, Aus dem 
durch PCR erzeugten Fragment ISEt sich ein DNA-Fragment , das die Mutation 
trSgt, durch Spaltung mit Restriktionsendonucleasen isolieren und wieder 
in ein Express ionsplasmid einbauen (vgl. auch die Figg. 3 und 4, wo die- 
ses Verfahren n&her dargestellt wird) . 

Expression von Lipase -Varian ten 

Erf indungsgemas ISSt sich eine fOr eine mutierte Lipase kodierende 
Sequenz, die nach den vorstehend beschriebenen Verfahren oder durch be- 
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liebige, aus dem Stand der Technik bekannte, alternative Verfahren herge- 
stellt worden ist, in Enzymform exprimieren, wobei man einen Expressions- 
vektor verwendet, der typischerweise Kontrollsequenzen umfafit, die fflr 
einen Promotor, einen Operator, eine Ribosomenbindungss telle, ein Trans- 
lationsinitiationssignal und gegebenenfalls fiir ein Repressorgen oder 
verschiedene Aktivatorgene kodieren. Um die Sekretion des exprimierten 
Proteins zu ermGglichen, kfinnen Nucleotide, die fur eine "Signalsequenz" 
kodieren, vor der fQr die Lipase kodierenden Sequenz eingebaut werden, 
Zur Expression unter der Steuerung von Kontrollsequenzen wird ein erfin- 
dungsgemafi zu behandelndes Zielgen funktionell mit den Kontrollsequenzen 
im richtigen Leseraster verknQpft. Zu Promotorsequenzen, die in Plasmid- 
vektoren eingebaut werdeh kCnnen, und die die Transkription des mutanten 
Lipase-Gens unterstOtzen, gehdren (ohne BeschrSnkung hierauf) der proka- 
ryontische JS- Lactamase -Promotor (Villa-Kamarof f et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, Bd. 75 (1978), S. 3727-3731) und der tac-Promotor (DeBoer et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 60 (1983), S. 21-25). Weitere Lite- 
raturstellen finden sich in "Useful proteins from recombinant bacteria", 
Scientific American, Bd. 242 (1980), S. 74-94. 

Gemfifi einer Ausfuhrungsform wird B. subtil is durch einen Expressi- 
onsvektor, der die mutierte DNA tragt, trans formiert . Soil die Expression 
in einem sezernierenden Mikroorganismus, wie B. subtilis, stattfinden, so 
kann sich eine Signalsequenz dem Trans lat ions initiationssignal anschlie- 
Sen und der in Frage stehenden DNA- Sequenz vorhergehen. Die Signalsequenz 
bewirkt einen Transport des Express ionsprodukts zur Zellwand, wo es bei 
der Sekretion vom Prbdukt gespalten wird. Der vorstehend definierte Aus- 
druck "Kontrollsequenzen" soil eine Signalsequenz umfassen, falls diese 
vorhanden ist . 

In einem derzeit bevorzugten Verfahren zur Herstellung der erfin- 
dungsgemcLSen Lipase-Varianten wird ein filamentdser Pilz als Wirtsorga- 
nismus verwendet. Beim Wirtsorganismus in Form des filamentftsen Pilzes 
kann es sich zweckmdfiigerweise um einen Pilz handeln, der bisher als Wirt 
zur Herstellung von rekombinanten Proteinen verwendet worden ist, z. B. 
ein Stamm von Asperg-illus sp., wie A. nigger, A. nidulans oder A. oryzae. 
Die Verwendung von A. oryzae bei der Herstellung von rekombinanten Pro- 
teinen wird ausfOhrlich beispielsweise in EP-238 023 beschrieben. 

Zur Expression von Lipase-Varianten in Aspergillus, geht der fOr die 
Lipase-Variante kodierenden DNA-Sequenz ein Promotor voraus. Beim Promo- 
tor kann es sich um eine beliebige DNA-Sequenz handeln, die eine starke 
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translcriptionale AktivitSt in Aspergillus aufweist, Br kann von einem Gen 
abgeleicet sein, das fur ein extrazeXlulSres Oder intrazellulSres Protein 
kodiert, z. B. fOr eine Amylase, eine Giucoamylase. eine Protease, eine 
Lipase, eine Cellulase oder ein glykolytisches Bnzytn, 

Beispiele fOr geeignete Promotoren sind solche, die sich von den Ge- 
nen ableiten, die kodieren fOr A. oryzae-TAKA- Amylase, Rhizomucor miehei- 
Aspartat -proteinase. A, nig-er-neutrale a-Amylase, A. niger-s Surest abile 
Qf-Amylase, A. nig-er-Glucoamylase, Ji/iizoiTiucor mi eiiei -Lipase, -A. oxyzae-al- 
kalische Protease Oder A. oryzae-Triosephosphat- isomer as e, 

Wenn der Wirtsorganismus A. oxyzae ist, stellt der A. oryzae-TAKA- 
Amylase-Promotor einen bevorzugten Promoter fflr die Verwendung ira erfin- 
dungsgema&en Verfahren dar, da er in A. oryzae eine starke transkriptio- 
nale Aktivitat aufweist. Die Sequenz fCr den TAKA-Amylase- Promoter ergibt 
sich aus EP-238 023. 

Terminations- und Polyadenylierungssequenzen k6nnen in geeigneter 
Weise von den gleichen Quellen wie der Promoter abgeleitet sein. 

Geeigneterweise handelt es sich bei den Techniken fOr die Transfor- 
mation einer Pilzwirtszelle urn die in EP-238 023 beschriebenen Techniken, 

Um die Sekretion der Lipase-Variante aus der Wirtszelle zu gewShr- 
leisten, kann der fur die Lipase-Variante kodierenden DNA-Sequenz eine 
Signalsequenz vorausgehen, bei der es sich um eine naturlich vorkommende 
Signalsequenz, um einen funktionellen Teil davon oder um eine syntheti- 
sche Sequenz handelt, die die Sekretion des Proteins aus der Zelle ge- 
wahrleistet. Insbesondere kann sich die Signalsequenz von einem der fol- 
genden Gene ableiten: ein Gen, das fur eine Aspergillus sp. -Amylase oder 
-Glucoamylase kodiert, ein Gen, das f(xr eine J?hizomucor miebei-Lipase 
Oder -Protease kodiert, oder ein Gen, das fOr eine Kumicola-Cellulase- 
Xylanase oder -Lipase kodiert. Die Signalsequenz leitet sich vorzugsweise 
von dem Gen ab, das fur A. oxyzae-TAKA- Amylase, A. ciger-neutrale a- 
Amylase, A. niger- sSurestabile a- Amylase oder A. nig-er- Glucoamylase ko- ' 
diert. 

Bei dem Medium, das zur ZOchtung der transformierten Wirtszellen 
verwendet" wird, kann es sich um beliebige herk6mmliche Medien handeln, 
die zur ZOchtung von Aspergillus-Zellen geeignet sind. Die Transf ormanten 
sind ^iblicher weise stabil und k6nnen in Abwesenheit eines Selektions- 
drucks gezuchtet werden. Erweisen sich die Transf ormanten jedoch als in- 
stabil, so kann fOr die Selektion ein in die Zellen eingefuhrter Selekti- 
onsmarker verwendet werden. 
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Das aus den Wirtszellen sezernierte, reife Lipase -Protein kann 
zweckm^Sigerweise nach bekannten Verfahren aus dem Kulturmedium gewonnen 
werden, wozu die Trennung der Zellen aus dem Medium durch Zentrifugation 
Oder Filtration und die FSllung von proteinhaltigen Komponenten des 
Mediums mit einem Salz, wie Ammoniumsulfat, und anschlieSende chromatb- 
graphische Verfahren, wie lonenaustauschchromatographie, Af f initStschro- 
matographie Oder dergl,, gehOren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Waschmitteladditiv, das 
eine erf indungsgemSSe Lipase-Variante entMlt, vorzugsweise in Form eines 
staubfreien Granulats, einer stabilisierten FlQssigkeit oder eines ge- 
schiltzten Enzyms, Staubfreie Granulate lassen sich beispielsweise gemSfi 
US-4 106 991 und 4 661 452 (beide Novo Industri A/S) herstellen und k6n- 
nen gegebenenf alls nach bekannten Verfahren mit einem Uberzug versehen 
warden. Fliissige Enzymprfiparate kdnneh beispielsweise gemSfi bekannten 
Verfahren stabilisiert werden, indem man ein Polyol, wie Propyl englykol, 
einen Zucker Oder Zuckeralkohol , MilchsSure oder Bors&ure zusetzt. Wei- 
tere Enzyms tabilisatoren sind aus dem Stand der Technik bekannt , Ge- 
schOtzte Enzyme kOnnen gemSS dem in EP-238 216 beschriebenen Verfahren 
hergestellt werden. 

Das Waschmitteladditiv kann geeigneterweise 0,02-200 mg Enzymprotein 
pro Gramm des Additivs enthalten. Es ist darauf hinzuweisen, dafi das 
Waschmitteladditiv ferner ein oder mehr weitere Enzyme, z, B. eine 
Protease, Cellulase, Peroxidase oder Amylase, die herkommlicherweise in 
Waschmitteladditiven enthalten sind, umfassen kann. 

GemaS einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung eine Waschmittel- 
zusammensetzung, die eine erf indungsgemSSe Lipase-Variante umf aSt . Erfin- 
dungsgemaSe Waschmittelzusammensetzungen umfassen zusStzlich oberflSchen- 
aktive Mittel, bei denen es sich urn oberf ISchenaktive Mittel vom anioni- 
schen, nicht-ionogenen, kationischen, amphoteren oder zwitterionischen 
Typ sowie urn Gemische dieser Klassen von oberf ISchenaktiven Mitteln han- 
deln kann. Typische Beispiele fOr geeignete oberf lachenaktive Mittel sind 
lineare Alkylbenzol sulfonate (LAS) , a-Olef insulfonate (AOS) , Alkoholeth- 
oxysulfate (AEOS) , Alkoholethoxylate (AEO) , Alkylsulfate (AS), Alkylpoly- 
glycoside (APG) und Alkalimetallsalze von naturlichen FettsSuren. 

Erf indungsgemaSe Waschmittelzusammensetzungen konnen weitere, aus 
dem Stand der Technik bekannte Waschmittelbestandteile enthalten, z. B. 
Builder, Bleichmittel , Bleichaktivatoren, Antikorrosionsmittel , Maskie- 
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rungsmittel, Mittel gegen RucJcverschnaitzung, Parfums, Enzymstabilisatoren 
und dergl. 

Die erf indungsgemaiSe Waschmittelzusammensetzung kann in beliebiger 
zweckmaSiger Form, z. B. als Pulver Oder FlOssigkeit, zubereitet werden. 
Das Enzym kann in einem flilssigen Waschmittel stabilisiert werden, indem 
man Enzymstabilisatoren gem^fi den vorstehenden Angaben zusetzt. Ublicher- 
weise betragt der pH-Bereich einer L6sung der erf indungsgemSfien Waschmit- 
telzusammensetzung 7-12 und in einigen Ffillen 7,0-10,5. Weitere Waschmit- 
telenzyme, wie Proteasen, Cellulasen, Peroxidasen oder Amylasen, kdnnen 
den erf indungsgemafien Waschmittelzusammensetzungen zugesetzt werden, ent- 
weder getrennt oder in einem Kombinationsadditiv gemSfi den vorstehenden 
Angeiben. 

Kurze Beschreibung der Zeichnimg 

Die vorliegende Erfindung wird nachscehend unter Bezugnahme auf die 
beigefOgte Zeichnung beschrieben. 

Figg. lA und B sind Computermodelle, die die dreidimensionale Struk- 
tur der Lipidkontaktzone der H. lanuginosa -Lipase zeigen, wobei sich die 
Lipase in ihrer inaktiven (A) bzw, aktiven (B) Form befindet. "Weifie" Re- 
ste stellen hydrophobe AminosSuren dar (Ala, Val, Leu, lie. Pro, Phe, 
Trp, Gly und Meth) , "gelbe" Reste stellen hydrophile AminosSuren dar 
(Thr, Ser, Gin, Asn, Tyr und Cys), "blaue" Reste stellen positiv geladene 
Aminosauren dar (Lys, Arg und His) und "rote" Reste stellen negativ ge- 
ladene Aminosfiuren dar (Glu und Asp) . 

Figg. 2A und 2B sind Computermodelle zur Darstellung der dreidimen- 
sionalen Struktur der Lipidkontaktzone der Rh, miehei-Lipase, wobei die 
Lipase in ihrer inaktiven (A) bzw, aktiven (B) Form vorliegt. "WeiSe" Re- 
ste stellen hydrophobe AminosSuren dar (Ala, Val, Leu, lie, Pro, Phe, 
Trp, Gly und Meth), "gelbe" Reste stellen hydrophile AminosSuren dar 
(Thr, Ser, Gin, Asn, Tyr und Cys) , "blaue" Reste stellen positiv geladene 
Aminosfiuren dar (Lys, Arg und His) und "rote" Reste stellen negativ ge- 
ladene Aminosfiuren dar (Glu und Asp) , 

Fig. 3 ist eine schematische Darstellung fur die Herstellung von 
Plasmiden, die fOr Lipase -Variant en kodieren, durch die Polymerase-Ket- 
tenreaktion (PGR) . 

Fig. 4 ist eine schematische Darstellung der dreistufigen Mutagenese 
durch PGR. 

Fig. 5 zeigt eine Restriktionskarte des Plasmids pAOl . 
Fig. 6 zeigt eine Restriktionskarte des Plasmids pAHL. 
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Fig. 7 zeigt eine Restriktionskarte des Plasmids pARML. 

Nachstehend wird die vorliegende Erfindung in den folgenden Beispie- 
len naher eriautert. Diese Beispiele sollen in keiner Weise den Schutzum- 
fang der beanspruchten Erfindung beschrSnken. 

AlXgeneizie Verfahren 

Expression von Sumlcola I as ugia 05 a -Lipase wd Rhizomucor mi eh ei -Li* 
pase in Aspergillus oxyzae 

Die Klonierung von Hxmlcola lanug-inosa- Lipase und Rhizomucor roieiiei- 
Lipase wird in EP-305 216 bzw. EP-238 023 beschrieben, Diese Patentanmel- 
dungen beschreiben auch die Expression und Charakterisierung der beiden 
Lipasen in Aspergillus oryzae. Die beiden verwendeten Expressionsplasmide 
werden als p960 (mit dem H, lanuginosa -Lipase -Gen) und p787 (mit dem J?. 
miehei-Lipase-Gen) bezeichnet . 

Die in der vorliegenden Anmeldung verwendeten Expressionsplasmide 
sind identisch mit p787 und p960, ausgenormnen kleinere Modif ikationen un- 
mittelbar in 3*-Stellung zu den fOr die Lipase kodierenden Regionen. 
Diese Modif ikationen wurden auf folgende weise vorgenommen : p960 wurde 
mit Nrul- und BamHI-Rescriktionsenzymen verdaut. Zwischen diesen beiden 
Posit ionen wurde das BamHI/Nhe I -Fragment des Plasmids pBR322, in dem das 
Nhel-Fragment mit Kl enow- Polymerase gefullt war, kloniert, wodurch das 
Plasmid pAOl entstand (Fig. 5) , das jeweils eine einzige BamHI- und Nhel- 
Stelle enthait. Zwischen diesen beiden einzigen Stellen wurden die • 
BamHI/Xbal- Fragment e von p960 und p787 kloniert, wodurch man pAHL (Fig. 
6) bzw. pARML (Fig. 7) erhielt . 

Posltionsgerlchtete in vitro-Mutagenese von Llpase^Genen 

Drei verschiedene Wege wurden zur Einfuhrung von Mutat ionen in die 
Lipase -Gene herangezogen. 

Bin Verfahren bediente sich der positionsgerichteten Oligonucleotid- 
Mutagenese, die von Zoller & Smith, DNA, Bd. 3, Nr. 6 (1984), S. 479-488 
beschrieben wurde. Dieses Verfahren wird nachstehend kurz erlfiutert und 
ist in Beispiel 1 ausfuhrlich beschrieben. 

Isoliert vom Expressionsplasmid wird das -in Frage stehende Lipase- 
Gen in einen kreisf6nnigen M13-Bakteriophagenvektor inseriert. An das 
einzelstrSngige Genom wird ein chemisch synthetisierter, komplementSrer 
DNA-Strang anelliert. Dieser DNA- Strang enthait die einzufuhrende Muta- 
tion, flankiert von Sequenzen, die komplementSr zu den Lipase-Sequenzen 
der kreisformigen DNA sind. In vitro wird der Primer dann in der gesamten 
Lange des kreisf 6rmigen Genoms auf biochemischem Wege unter Verwendung 
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von Klenow- Polymerase erweitert. Bei Transformation in E, coli ergibt das 
Heteroduplex eine doppelstrSngige DNA mit der gewOnschten Sequenz, aus 
der ein Fragment isoliert und in das Express ionsplasmid reinseriert wer- 
den karin. 

Ein we i teres angewandtes Verf ahren wird von Nelson & hong. 
Analytical Biochemistry, Bd. 180 (1989), S, 147-151 beschrieben, Es bein- 
haltet die dreistufige Erzeugung eines PCR-Fragments (PCR « Polymerase- 
Kettenreaktion) mit der gewOnschten Mutation, die unter Vefwendung eines 
chemisch synthetisierten DNA-Strangs als einer der Primer bei den PCR-Re- 
aktionen eingefiihrt worden ist. Aus dem durch PCR erzeugten Fragment laCt 
sich ein DNA- Fragment , das die Mutation tragt, durch Spaltung mit Re- 
striktionsenzymen isolieren und in das Express ionsplasmid reinserieren. 
Dieses Verf ahren wird ausfCihrlich in Beispiel 3 beschrieben-, Ferner wird 
dieses Verf ahren in den Figg. 3 und 4 nSher skizziert . 

In einem weiteren Verfahren, das Cblicherweise als "Kassetten-Muta- 
genese" bezeichnet wird, wird ein Segment zwischen zwei Restriktionsstel- 
len der fur Lipase kodierehden Region durch ein synthetisches DNA- Frag- 
ment, das die gewunschte Mutation trSgt, ersetzt. 

Beispiel 1: Konstsruktlon eines Plasmlds, das die D96L-Variante von 
Sumicola laaug'ijaosa* Lipase exprimiert 

Isblierung des Lipase-Gens 

Das Expressionsplasmid p960 enthSlt die Kodierungsregion fOr 
Kuinicola lanuginosa -Lipase an einem BamHI-Xbal-Restriktionsf ragment (die 
DNA- und AminosSuresequenzen der Lipase sind in der beigefugten Seguenz- 
liste als ID NR: 1 dargestellt) . Das BamHI-Xba I -Fragment wurde auf fol- 
gende Weise isoliert: Das Expressionsplasmid wurde mit den Restriktions- 
endonucleasen BamHI und Xbal unter folgenden Bedingungen inkubiert : 5 ^g 
Plasmid, 10 Einheiten BamHI, 10 Einheiten Xbal, 100 nW NaCl, 50 mM Tris- 
HCl, pH-Wert 7,5, 10 mM 'MgCl2 und 1 mM DTT in einem Volumen von 50 
Die Temperatur betrug 37**C und die Reaktionszeit 2 Stunden. Die beiden 
Fragmente wurden an einem 1% Agarosegel getrennt. Das gewunschte Fragment 
wurde aus dem Gel isoliert. 

Ligation an den Vektor Ml 3 16 

Der Bakteriophagenvektor Ml3mpl8 wurde in seiner doppelstrangigen, 
replikativen Form mit BamHI und Xbal unter den nachstehend beschriebenen 
Bedingungen verdaut . Das isolierte Res trikt ions fragment wurde an den 
verdauten Bakteriophagenvektor im nachstehend angegebenen Reaktionsge- 
misch verknOpft: Fragment 0,2 ^g, Vektor 0,02 /ig, 50 mM Tris-HCl, pH-Wert 
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7,4, 10 mM MgCl2 10 inM DTT und 1 mM ATP in einem Volumen von 20 ^1, 3 
Stunden bei 16*'C. 5 ^il dieses Gemisches wurden in E, coIi-Stamm JMlOl 
trans formiert . Die Anwesenheit des Fragments ira Vektbr wurde durch Re- 
strict ionsenzym- Analyse der aus den Trans formant en isolierten doppel- 
strSngigen M13-DNA identif iziert . 

Isolierung von elnxelstrSnglger (ss) DNA (Uatrize) 

Aus der vorstehend beschriebenen Transformante wurde ss-DNA gemfifi 
dem Verfahren von Messing, Gene, Bd. 19 (1982), S. 269-276," isoliert, 

5*-Pho8phorylieruug des Hutagenisierungsprimers 

Der Mutagenisierungsprimer mit der Sequenz 
5* -TTTCTTTCAACAAGAAGTTAAGA-3' wurde am 5 '-Ende in 30 pi Reaktionsgemisch 
mit einem Gehalt an 70 mM Tris-HCl, pH-Wert 7,0, 10 mM MgCl2, 5 trtM DTT, 1 
mM ATP, 100 pMol Oligonucleotid und 3,6 Einheiten T4-Polynucleotid-kinase 
phosphoryliert . Die Umsetzung wurde 30 Minuten bei 37**C durchgef uhrt . An- 
schlieSend wurde das Enzym durch 10-minutige Inkubation des Gemisches bei 
eS'C inaktiviert. 

Anellieren der Matrize xind des phosphorylierten Mutagen! sierungs- 
primers 

Die Anellierung der Matrize und des Primers wurde in einem Volumen 
von 10 pi mit einem Gehalt an 0,5 pMol Matrize, 5 pMol Primer, 20 mM 
Tris-HCl, pH-Wert 7,5, 10 mM MgCl2/ 50 mM NaCl und 1 mM DTT durch 10- 
minutiges ErwSrmen auf 65 °C und anschlieSendes AbkOhlen auf 0*0 durchge- 
f uhrt . 

Extenslons/Ligations-Reaktlon 

Das vorstehende Reaktionsgemisch wurde mit 10 pi des folgenden Gemi- 
sches versetzt: 0,3 mM dATP, 0,3 mM dCTP, 0,3 mM dGTP, 0,3 iriM TTP, 1 mM 
ATP, 20 mM Tris-HCl, pH-Wert 7,5, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 3 Einheiten T4- 
DNA-Ligase und 2,5 Einheiten Kl enow -Polymerase. AnschlieBend wurde die 
Umsetzung 16 Stxinden bei 16"C durchgef Qhrt . 

Trans fonoat Ion von JMIOX 

Das vorstehende Reaktionsgemisch wurde unter Anwendung standardmSSi- 
ger Techniken in verschiedenen VerdGnn\ingen in mit CaCl2 behandelte 
coli JMIOI-Zellen tranformiert und in 2 x YT-Deckagar auf 2 x YT-Agar- 
platten ausgestrichen (2 x YT = 16 g/Liter Trypton, 10 g/Liter Hefeex- 
trakt, 5 g/Liter KaCl . 2 x YT-Deckagar « 2 x YT nach Zusatz von 0,4V Aga- 
rose und Autoklavisierung. 2 x YT-Agarplatten «= 2 x YT nach Zusatz von 2% 
Agar und Autoklavisierung) . Die Platten wurden uber Nacht bei 37*C inku- 
biert . 
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Identifizierung von positivcn Kloaen 

Beim angewandten Verfahren handelte es sich urn eine Plaques-Lift-Hy- 
bridisierung, die nachstehend beschrieben wird: Ein Nitrocellulosef ilter 
wurde so auf eine Platte mit einer geeigneten Plaguedichte gelegt, daS 
der Filter benetzt wurde, Sodann wurde der Filter in folgende Wsungen 
getaucht: 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH fOr 30 sec, 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, 
pH-Wert 8,0 fQr 1 min und 2 x SSC (0,3 M NaCl, 0,03 M Natriumcitrat) bis 
zur spSteren Verwendung. Der Filter vAjrde an 3MM Filterpapier getrpcknet 
und 2 Stunden bei 80*C in einem VakuumtrocJcenschrank getrbcknet. 

Der Mutagenisierungsprimer mit der Sequenz 
5' -TTTCTTTCAACAAGAAGTTAAGA-3 * vmrde radioaktiv am 5'-Ende in einem Volu- 
men von 30 ^xl mit einem Gehalt an '70 mM Tris-HCl, pH^Wert 7,5, 10 rtiM 
MgClj* 5 mM DTT, 10 pMol Oligonucleotid, 20 pMol •)r-32P-ATP und 3,5 Ein- 
heiten T4-Polynucleot id- kinase radioaktiv markiert. Das Gemisch wurde 30 
min bei 37*»C und sodann 5 min bei lOO'C inkubiert. 

Der getrocknete Filter wurde 2 Stunden bei 65 *C in 6 x SSC, 0,2k 
Rinderserumalbumin, 0,2% Ficoll, 0,2% Polyvinylpyrrolidon, 0,2% Natrium- 
dodecylsulf at (SDS) und 50 fxg/ml ultraschallbehandelte Lachssperma-DNA 
vorhybridisiert . AnschlieJBend wurde das Reaktionsgemisch mit einem Gehalt 
an der markierten Sonde zu 15 ml eines frischen Vorhybridisierungsgemi- 
sches gegeben. Der Filter wurde uber Nacht bei 27*'C unter mSSigem SchOt- 
teln in dieses Gemisch getaucht. Nach Hybridisierung wurde der Filter 3 
mal jeweils 15 min in 2 x SSC, 0,1% SDS gewaschen und der Autoradiogra- 
phic unterworfen. Nach Waschen in der gleichen L6sung, aber nunmehr bei 
50 '^C, und einer weiteren Autoradiographie wurden Plaques mit DNA-Sequen- 
zen, die komplementSr zum Mutagenisierungsprimer waren, identif iziert . 

Da der identif izierte Klon das Ergebnis eines Heteroduplex ist, 
wurde die Plaque erneut ausgestrichen. Die Hybridisierungs- und Identifi- 
zierungsstuf en wurden wiederholt. 

Reinigung von dpppelstrangiger M13-Phagen-DNA 

Ein durch Rescreening erhaltener Klon wurde zur Infektion von E. 
coIi-Stamm JMlOl verwendet . Eine Kultur mit einem Gehalt an etwa 10^ Pha- 
gen und 5 Kolonien von JMlOl wurde 5 Stunden in 5 ml 2 x YT-Medium bei 
37*'C gezOchtet. Anschliefiend wurde doppelstrfingige, kreisf6rmige DNA aus 
dem Pellet gemSS dem Verfahren von Birnboim & Doly, Nucleic Acids Res., 
Bd. 2 (1979), S. 1513 gereinigt. 
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Isollerung eines fur znodifizierte Lipase kodlerenden Restriktlons- 
fragments 

Das vorstehend isolierte DNA-Praparat (etwa 5 pig) wurde mit jeweils 
etwa 10 Einheiten der Restriktionsendonucleasen BamHI und Xbal in 60 pi 
100 mM NaCl, 50 tnM Tris-HCl, pH-Wert 7,5, 10 mM MgCl2 und 10 mM DTT 2 
Stunden bei 37*>C verdaut . Die DNA-Produkte wurden an einem Agarosegel ge- 
trennt. Das Fragment wurde aus dem Gel gereinigt. 

Ligation an den Aspergillus -Kxpressionsvek tor pAOl (Fig. 5) 

Das isolierte RestriJctionsf ragment wurde mit dem Aspergillus-Vektor 
pAOl, der mit den Restrict ionsenzymen BamHI und Nhel verdaut worden war, 
im nachstehend angegebenen Reaktionsgemisch verknupf t : 0,2 /ig Fragment, 
0,02 Vektor, 50 mM Tris-HCl, pH-Wert 7,4, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM 
ATP in einem Gesamtvolumen von 20 fil, 5 nl dieses Reaktionsgemisches wur- 
den zur Transformation von E, coIi-Stamm MC1061 verwendet. In diesem 
Stamm wurde das modifizierte Expressionsplasmid identif iziert und ver- 
mehrt . Das Plasmid erhielt die Bezeichnung pAHLD96L und ist mit Ausnahme 
des modif izierten Codons mit pAHL identisch. 

Sequenzbestatigung von pAHLD96L 

Das mutagenisierte Plasmid wurde unter Anwendung des Didesoxy-Ket- 
tenterminationsverfahrens, das ursprunglich von Sanger beschrieben worden 
war, direkt am doppelstrSngigen Plasmid sequenziert. - 

Beisplel 2: Konstmktion von Plasmiden, die fur andere Varianten von 
Buznl cola -Lipase kodieren 

Weitere mutante Lipase-Gene wurden unter Anwendung des in Beispiel l 
beschriebenen Verfahrens konstruiert. Nachstehend sind die Plasmidbe- 
zeichnungen und die f^ir die Modif ikationen verwendeten Primer aufgeli- 
stet . 


Plasmldbezeichnung 

Prinerseguenz 

pAHLD96N 

5 

-TCTTTCAAGTTGAAGTTAAGA- 3 * 

pAHLDlllN 

5 

-GTGAAGCCGTTATGTCCCCTG-3 ' 

PAHLE87Q 

5 

- CGATCCAGTTTTGTATGGAACGA- 3 ' 

PAHLR209A/B210A 

5 

-GCTGTAACCGAAAGCAGCCGGCGGGAGTCT- 3 

PAHLE87A 

5 

- CGATCCAGTTAGCTATGGAACG - 3 ' 

pAHLE56A 

5 

-CTCCAGAGTCAGCAAACGAGTA-3 ' 

pAHLESSQ 

5 

- CCAGAGTCTTGAAACGAGTAG - 3 ' 

pAHLDlllL 

5 

- AAGTGAAGCCCAAATGTCCCCTG- 3 • 

pAHLE2l0A 

5 

-TGTAACCGAAAGCGCGCGGCGG-3 » 

pAHLE210Q 

5 

-TAACCGAATTGGCGCGGCGGG-3 • 
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PAHLR2 0 9A 5 ' - AACCGAATTCAGCCGGCGGGAGT- 3 ' 

Beisplel 3: KonstruXtion elnes Plasmids, das die D2 5 4K- Variant e 
von Biimicola lanuginosa -Lipase kodiert 
Linearisierung von Flasmid-pAHL 

Das kreisf6rmige Plasmid pAHL wurde mit dem Restriktionsenzym SphI 
in 50 /il des nachstehend angegebenen Reaktionsgemisches linearisiert : 50 
m NaCl, 10 iiM Tria-HCl, pH-Wert 7,9, 10 inM MgCl2, 1 mM Dithiothreit , 1 
|ig Plasmid und 2 Einheiten Sphl. Die Verdauung wurde 2 Stunden bei 37*»C 
durchgef uhrt . Das Reaktionsgemisch vnarde mic Phenol {Squilibriert mit 
Tris-HCl, pH-Wert 7,5) extrahiert und durch Zugabe von 2 Volumenteilen 
eiskaltem 96% Ethanol gefallt. Nach Zentrifugation und Trocknen des Pel- 
lets wurde die linearisierte DNA in 50 /il H2O geldst. Die Konzentration 
wurde an einem Agarosegel bestimmt . 

Dreistuf ige PCR^Mutagenese 

Wie in Fig. 4 dargestellt, beinhaltet die dreistufige Mutagenisie- 
rung die Verwendung von 4 Primern: 
Mutagenisierungsprimer (=A) : 
5 * -GTGCGCAGGGATGTTCGGAATGTTAGG-3 ' 
PCR-Helper 1 (=B> : 

5 » -GGTCATCCAGTCACTGAGACCCTCTACCTATTAAATCGGC-3 ' 
PCR-Helper 2 (=0 : 5 ' -CCATGGCTTTCACGGTGTCT-3 » 
PCR-Handle (=D) : 5 ' -GGTCATCCAGTCACTGAGAC-3 ' 

SSmtliche drei Stufen wurden ira nachstehend angegebenen Puffer 
durchgef uhrt : 10 mM Tris-HCl, pH-Wert 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mMMgCl2, 
0.001% Gelatine, 0,2 mM dATP, 0,2 mM dCTP, 0,2 mM dGTP, 0,2 m TTP, 2,5 
Einheiten Taq- Polymerase . 

In Stufe 1 wurden 100 pMol Primer A, 100 pMol Primer B und 1 fMol 
linearisiertes Plasmid zu insgesamt 100 ;il Reaktionsgemisch gegeben. 15 
Zyklen, bestehend aus 2 Minuten bei 95°C, 2 Minuten bei 37*C und 3 Minu- 
ten bei 72 wurden durchgef Ohrt . 

Die Konzentration des PCR-Produkts wurde an einem Agarosegel be- 
stimmt. AnschlieSend wurde die Stufe 2 durchgef Ohrt . 0,6 pMol Produkt von 
Stufe 1 und 1 fMol linearisiertes Plasmid waren in insgesamt 100 /il des 
vorstehend angegebenen Puffers enthalten. 1 Zyklus von 5 Minuten bei 
95*C, 2 Minuten bei 37*>C und 10 Minuten bei 72''C wurde durchgef \ihrt . 

Das Reaktionsgemisch von Stufe 2 wurde mit 100 pMol Primer C und 100 
pMol Primer D (jeweils 1 /il) versetzt. 20 Zyklen von 2 Minuten bei 95°C, 
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2 Minuten bei 37 "C und 3 Minuten bei 72 ®C wurden durchgefQhrt . Dieser 
Vorgang stellte die Stufe 3 im Mutagenisierungsverfahren dar. 
Xsollerung des snutlerten Re strikt ions fragments 

Das Produkt von Stufe 3 wurde aus einem Agarosegel isoliert und in 
20 /xl H2O in L6sung gebracht . Sodann wurde es mit dem Restriktionsenzym 
BspMII in einem Gesamtvolumen von 50 ^1 mit folgender Zusammensetzung 
verdaut: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH-Wert 7,9, 10 tnM MgCl2, 1 mM DTT 
und 10 Binheiten BspMII. Die Inkubation wurde 2 Stunden bei' 37*C durchge- 
fQhrt. Das 264 bp-BspMIII- Fragment wurde aus einem Agarosegel isoliert. 

Ligation mit dem Expressionsvektor pAHL 

Das Expressionsplasmid pAHL wurde unter den vorstehend angegebenen 
Bedingungen mit BspMII gespalten. Das groSe Fragment wurde aus einem Aga- 
rosegel isoliert. Dieser Vektor wurde mit dem vorstehend isolierten mu- 
tierten Fragment verknOpft . Das Ligationsgemisch wurde zur Transformation 
von coli verwendet , Die Anwesenheit und Orientierung des Fragments 
wurde durch Spaltung eines PlasmidprSparats aus einer Trans foarmante mit 
Res trikt ions enzymen verifiziert. Die Sequenz analyse wurde am doppelstrSn- 
gigen Plasmid unter Anwendung des von Sanger entwickelten Didesoxy-Ket- 
tenterminationsverf ahrens durchgef uhrt . Das Plasmid erhielt die Bezeich- 
nung pAHLrD254N und ist mit Ausnahme des veranderten Codons mit pAHL iden- 
tisch. 

Beispiel 4; Konstruktion von Flasmiden, die andere Varianten von 
Humicola -Lipase expr^mieren 

Die folgenden Mutant en wurden unter Anwendung des in Beispiel 3 be- 
schriebenen Verf ahrens konstruiert, mit der Ausnahme, daS andere Restrik- 
t ions enzyme zur Verdauung des PCR- Produkt s verwendet wurden und der Vek- 
tor fOr die Reklonierung des mutierten Fragments verwendet wurde. Die 
Plasmidbezeichnungen und die fOr die Modifikatidn verwendeten Primer sind 
nachstehend aufgelistet: 

Flasmidbezeichnxing Primer seqfuenz 


PAHLD254K 


5 ' -GTGCGCAGGGATCTTCGGAATGTT-3 » 


PAHLD254R 


5 ' -GTGCGCAGGGATTCTCGGGAATGTT- 3 * 


pAHLD242N 
PAHLD242N/D254N 


5 ' -GCCGCCGGTGGCGTTGATGCCTTCTAT-3 ' 


5 ' -GTGCGCAGGGATGTTCGGAATGTTAGGCTGG- 


TTATTGCCGCCGGTGGCGTTGATGCCTrCTAT-3 ' 


pAHLE87R 


5 ' -CCCGATCCAGTTTCTTATCGATCGAGAGCCGCGG-3 • 


PAHLE87K 


5 • -CGATCCAGTTCTTTATCGATCGAGAGCCACGG-3 ' 
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Beispiel 5; Konstxuktion voa Lipase -Variantea durch Koabination von 
verfugbaren Hut an ten 

Die folgenden Mutanten wurden konstruiert, indem man die Plasmid- 
fragmente der vorstehend konstruierten Mutanten vereinigte. Beispiels- 
weise wurde pAHLE87K/D254K konstruiert, indem man das BamHI/BstXI-Re- 
strikt ions fragment aus pAHLB87K isolierte und das Fragment in mit BamHI 
und BstXI verdautes pAHLD254K inserierte: 

Plasmid 

PAHLE87K/D254K 
pAHLEB 7Q/D2 54N/D242N/E2 1 OQ 
pAHLSa 7Q/D24 2N/B2 1 OQ 
PAHLR209A/E210A/D96L 
PAHLR209A/E210Q/E56Q 
pAHLE2 1 0Q/D2 4 2lf/D2 5 4N 
pAHLES 7Q/E2 1 0Q/D2 4 2N 
Beispiel 6 

Transformation von AspergilluB oryzae (allgemeines Verfahren) 
100 ml YPD (Sherman et al., Methods in Yeast Genetics, Cold Spring 
Harbor Laboratory, 1981) wurden mit Sporen von A. oryzae beimpft und un- 
ter SchOtteln etwa 24 Stunden inkubiert. Das Myzel wurde unter Filtration 
durch Miracloth geerntet und mit 200 ml 0,6 M MgS04 gewaschen. Sodann 
wurde das Myzel in 15 ml 1,2 M MgS04, 10 mM NaH2P04, pH-Wert 5,8, suspen- 
diert. Die Suspension wurde auf Eis gekOhlt und mit 1 ml Puffer mit einem 
Gehalt an 120 mg Novozym^ 234, Charge 1687, versetzt. Nach S min wurde 
1 ml Ldsung mit einem Gehalt an 12 mg BSA pro ml (Sigma Typ H25) zugege- 
ben. Die Inkubation wurde unter maSigem Bewegen 1,5-2,5 Stunden bei 37*0 
fortgesetzt, bis eine grofie Anzahl von Protoplasten in einer unter dem 
Mikroskop betrachteten Probe sichtbar war. 

Die Suspension wurde durch Miracloth filtriert. Das Filtrat wurde in 
ein steriles R5hrchen ubertragen und mit 5 ml 0,6 M Sorbit, 100 nW Tris- 
HCl, pH-Wert e 7,0 uberschichtet . Die Zentrifugation wurde 15 Minuten bei 
1000 g durchgefuhrt . Die Protoplasten wurden oben vom MgS04-Kissen gewon- 
nen. 2 Volumenteile STC (1,2 M Sorbit, 10 mM Tris-HCl, pH-Wert 7,5, 10 mM 
CaCl2) wurden zu der Protoplast ensuspension gegeben. Das Gemisch wurde 5 
min bei 1000 g zentrifugiert . Das Protoplastenpellet wurde in 3 ml STC 
resuspendiert und repelletisiert , Dieser Vorgang wurde wiederholt . 
Schliefilich wurden die Protoplasten in 0,2-1 ml STC resuspendiert. 
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100 til Protoplastensuspension wurden mit 5-25 p3SR2 (ein das A. 
nlduiaus-amciS-Gen tragendes Plasmid, beschrieben von Hynes et al . , Mol. 
and Cel. Biol, Bd. 3, Nr. 8 (1983), S, 1430-X439) in 10 /il STC vermischt. 
Das Gemisch wurde 25 min bei Raumten5)eratur stehengelassen, 0,2 ml 609r 
PEG 4000 (BDH 29576), 10 niM CaCl2 und 10 ttiM Tris-HCl, pH-Wert 7,5, wurden 
zugegeben \and sorgfaitig vermischt (2 mal) . SchlieSlich wurden 0,85 ml 
der gleichen L6sung zugegeben und sorgfSltig vermischt. Das Gemisch wurde 
25 min bei Raumtemperatur stehengelassen und 15 min bei 250*0 g zentrifu- 
giert. Das Pellet wurde in 2 ml 1,2 M Sorbit resuspendiert . Nach einer 
weiteren Sedimentation wurden die Protoplasten auf Minimalplatten (Cove, 
Biochem. Biophys . Acta, Bd. 113 (1966), S. 51-56) mit einem Gehalt an 1,0 
M Saccharose, pH-Wert 7,0, 10 mM Acetamid als Stic)cstoff quelle und 20 mM 
CsCl zur Hemmung des Hintergrundwachstums ausgestrichen. Nach 4- bis 7- 
tfigiger Inkubation bei 37**C wurden Sporen entnommen, in sterilera Wasser 
suspendiert und zur Bildung von Einzelkolonien verteilt. Dieses Verfahren 
wurde wiederholt. Sporen einer einzelnen Kolonie nach der zweiten Reiso- 
lierung wurden als eine definierte Transformante gelagert. 

Beispiel 7 

Expression der Lipase -Variante D9Bh in A, oryzae 
pAHLD96L wurde in A. oryzae IFO 4177 durch Cot rans format ion mit 
p3SR2 mit einem Gehalt an dem amdS-Gen aus A. nidulans gemSfi Beispiel 6 
transf ormiert . Die gemfiS der Beschreibung hergestellten Protoplasten wur- 
den mit einem Gemisch gleicher Anteile an pAHLD96L und p3SR2, wobei je- 
weils 5 fjLg verwendet wurden, inkubiert, 9 Transformanten, die Acetamid 
als alleinige Stickstof fquelle verwerten konnten, wurden 2 mal reiso- 
liert. Nach 3-tagigem Wachstum auf YPD wurden die Kulturuberstande unter 
Anwendung des in Beispiel 8 beschriebenen Tests auf Lipase-Aktivit5t 
(Reinigung von erf indungsgemAEen Lipase-Varianten) analysiert. Die beste 
Transformante wurde fur we it ere Untersuchungen ausgewShlt und in einem l 
Liter fassenden SchOttelkolben auf 200 ml FG4 -Medium (3% Sojamehl, 3% 
Maltodextrin, 1% Pepton, pH-Wert mit 4 M NaOH auf 7,0 eingestellt) 4 Tage 
bei 30*C gezuchtet. Unter diesen Bedingungen ergab die Transformante etwa 
500 Lipase-Einheiten pro l ml Kultur. 

Die weiteren Lipase-Varianten wurden im wesentlichen auf die vorste- 
hend beschriebene Weise hergestellt, wobei man sich des in Beispiel 6 be- 
schriebenen allgemeinen Verfahrens bediente. 
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Beispiel 8 

Reinigung der erfladuxxgsgeffi^en Lipase -Varlanten 
Test auf Lipase -AXtlvi tat: 

Ein Substrat far Lipase wurde durch Emulgieren yon Glycerintributy- 
rat (Merck) unter Verwendung von Gummi arabicum als Emulgator herge- 
stellt. Die Lipase-Aktivitat wurde unter Anwendung des pH-Stat-Verfahrens 
beim pH-Wert 7 getestet. 1 Einheit Lipase-AXtivitfit (LO/mg) wurde als die 
Menge definiert, die zur Preisetzung von 1 Mikromol Pettsaure pro Minute 
erforderlich war. 

Stufe 1: Der Ferment at ionsQber stand wird zentrifugiert . Der Nieder- 
schlag wird verworfen. Der pH-Wert des Oberstands wird auf 7 eingestellt. 
Sodann wird allmShlich ein gleiches Volumen an kaltem 96^ Ethanol zugege- 
ben. Man ISSt das Gemisch 30 Minuten in einem Eisbad stehen. Sodann wird 
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. 

Stufe 2: lonenaustauschchromatographie. Der Oberstand wird filtriert 
und auf eine mit 50 mM Tris-Acetat- Puffer vom pH-Wert 7 Squilibrierte 
DEAE-fast flow (Pharmacia R) -Saule aufgesetzt. Die saule wird mit dem 
gleichen Puffer gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm weniger als 0,05 
OD betrSgt. Die gebundene enzymatische Aktivitfit wird mit einem linearen 
Salzgradienten im gleichen Puffer (0 bis 0,5 M NaCl) unter Einsatz von 5 
SSulenvolumina eluiert. Die Fraktionen mit der enzymatischen AktivitSt 
werden vereinigt. 

Stufe 3: Hydrophobe Chromatographic , Die Molaritat des die enzymati- 
sche Aktivit&t enthaltenden Pools wird durch Zugabe von festem Ammonium- 
acetac auf 0,8 M eingestellt. Das Enzym wird auf eine TSK-Gel-Butyl- 
Toyopearl 650 C-SSule (Produkt der Fa. Tosoh Corporation, Japan) , die mit 
0,8 M Ammoniumacetat vorSquilibriert worden ist, aufgesetzt. Das ungebun- 
dene Material wird mit 0,8 M Ammoniumacetat ausgewaschen. Das gebundene 
Material wird mit destilliertem Wasser eluiert. 

Stufe 4 s Der die Lipase-AktivitSt enthaltende Pool wird mit Wasser 
zur Einstellung einer Leitf Shigkeit von 2 mS und eines pH-Werts von 7 
verdQnnt. Der Pool wird auf eine High performance 0-Sepharose 
(Pharmacia) -ScLule, die mit 50 mM Tris-Acetat -Puffer vom pH-Wert 7 vor- 
aquilibriert worden ist, aufgesetzt. Das gebundene Enzym wird mit einem 
linearen Salzgradienten eluiert. 


NZAS-0026298 


23 


Beispiel 9 

Waschverhalten von er£lnd\mgsgei&Sfien Iilpase-Varianten 

Das Waschverhalten von erf indungsgemaSen Hvmicola I anugiuosa- Lipase - 
varianten wurde auf der Basis der Enzymdosierung in mg Protein pro Liter 
(gemaS dem GD2Q0-^^^t) im Vergleich mit Wildtyp-H. lanuginosa-Lipase be- 
wertet . 

Waschversuche wurden in 150 tnl-Becherglfisern, die in einera thermo- 
statisierten Wasserbad standen, durchgef Ghrt . Die Bechergia'ser wurden mit 
dreieckigen Magnet rOhrstSben geruhrt. 

Folgende Versuchsbedingungen wurden eingehalten: 
Verfahren; 3 Zyklen unter Trocknung Qber Nacht 

. zwischen den einzelnen Zyklen 

Waschf IQssigkeit : 100 ml pro Becherglas 
Proben: 6 Proben (3,5 x_3,5 cm) pro Becherglas 

Textiler Werkstoff : 100% Baumwolle, Testgewebe, Stil #400 


Flecken: 


Waschmittel : 


pH-Wert : 

tiipase-Konzentration 
Zeit: 

Temperatur : 
Sptzlung : 
Trocknung : 


Schweinefett, gefSrbt mit Sudan-Rot 
(0,75 mg Farbstoff/g Fett) . 6 /il auf 70°C 
erwSrmtes Fett wurden auf die Mitte der 
einzelnen Stoff proben auf gebracht , Nach 
Aufbringen des Fleckens wurden die Stoffproben 30 
Minuten in einem Trockenschrank auf 75''C erwarmt. 
Sodann wurden die Stoffproben Ober Nacht bei 
Raumtemperatur gelagert, bevor der erste Waschvorgang 
durchgefuhrt wurde. 

LAS (Nansa 1169/P, 30% a.m.) 1,17 g/1 
AEO (Dobanol 25-7) 0,15 g/1 

Natriumtriphosphat 1,25 g/1 

Natriumsulfat 1,00 g/1 

Natriumcarbonat 0,45 g/1 

Natriumsilicat ^ 0,X5 g/1 

10,2 

0,075, 0,188, 0,375, 0,75 und 2,5 mg 
Lipase-Protein pro Liter 
20 Minuten 
30'C 

15 Minuten in laufendem Leitungswasser 
fiber Nacht bei Raumtemperatur (-'20'C, 
30-50% relative Luf tf euchtigkeic) 
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Bewertung: nach dera dritten Waschvorgang wurde das 

Reflexionsverm6gen bei 460 nm gemessen. 

Ergebnlsse 

Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden f Or die Lipase -Varianten und fvir 
die native H, ianugrinosa- Lipase verglichen. Die Dosis-Wirkungs-Kurven 
wurden durch Anpassung der gemessenen Daten an die folgende Gleichung be- 
rechnet : 

« ARj^ax — - (1) 

K + 

worin AR die in Ref lexionseinheiten angegebene Wirkung 
bedeutet , 

C die Enzymkonzentration (mg/Liter) bedeutet, 
^^max ©iris ^i-^ maximale Wirkung ausdr\ickende Konstante 
bedeutet > _ _ 

K eine Konstante ist, wobei die Enzymkonzentration 
angibt, bei der die HSlfte der maximalen Wirkung 
erreicht wird. 

Auf der Grundlage der charakteristischen Kontanten ARj^^^ und K, die 
fOr die einzelnen Lipase-Varianten sowie fOr die Wildtyp-Lipase gefunden 
wurden, wurden die Verbesserungsf aktoren berechnet. Der Verbesserungsfak- 
tor gemaS folgender Definition 

^Verbesserung C^/C (II) 
gibt die Menge des Proteins der Lipase -Variante an, die zur Erzielung der 
gleichen Wirkung, wie sie mit 0,25 mg/Liter des Vergleichswildtyp- 
Proteins (C^) erhalten wird, benOtigt wird. 

Somit erfolgte das Verfahren zur Berechnung des Verbesserungsf aktors 
f olgendermafien : 

1) Die Wirkung des Wildtyp-Proteins bei 0,25 mg/Liter (^Rwildtyp^ 
wurde mittels Gleichung (I) berechnet. 

2) Die Konzentration der Lipase -Variante, die die gleiche Wirkung 
wie der wildtyp bei 0,25 tng/Liter ergab, wurde mittels folgender Glei- 
chung berechnet: , 

(Wildtyp) 

C - (K(variante )^ (Hi) 

^^x (Variante) - ^(Wildtyp) 

3) Der Verbesserungsfaktor wurde mittels der Gleichung (II) berech- 
net . 

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 1 zusammengestellt . 
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Tabelle 1 


Variante Verbesserungsfahtor 

D96L 4,4 

DlllL 1,0 

E87A 1,0 

E56A 1,6 

E56Q 2,6 

R209A 1,1 

D242N 1,7 

R209A+E210A 1,9 

R209A+E210A+D96L 2,8* 

E210Q+D242N+D254N 1 , 8 

R209A+E210A+D96L+E56Q 1 , 5 


Aus Tabelle i geht hervor, daS die Lipase-Varianten R209A+E210A, 
E56Q und D96L ein erheblich besseres Waschverhalten als die Wildtyp-Li- 
pase aufweisen. Dies Jcann mCiglicherweise auf die verringerte negative La- 
dung und auf die erhShte HydrophobizitSt dieser Varianten zurOckzufuhren 
sein, was zu einer erh6hten Adsorption wShrend des Waschvorgangs und in- 
f olgedessen zu einer h6heren AktivitSt wihrend der Trocknungsphase fOhrt . 
Das Verhalten der Lipase -Varianten E87A, DlllL und R209A ist gleichwertig 
mit detn des Wildtyp-Enzyms . 

Beispiel 10 

Erh6hte Thermos tabili tat von Lipase -Varianten 

Die ThermostabilitSt von ausgewShlten Varianten von H. ianuginosa- 
Lipase wurde durch Dif f erentialscanningkalorimetrie (DSC) geprOf t . Mit 
dieser Technik wird die Temperatur der therroischen Denaturierung be- 
stimmt, indem man die EnzymlOsung mit konstanter programmierter Geschwin- 
digkeit erwannt. 

Versuche 

Pur die Untersuchungen wurde der Dif f erentialscanningkalorimeter MC- 
2D der Fa, MicroCal Inc. verwendet. 50 nW Puffer ICsungen mit folgenden 
pH-Werten wurden hergestellt: 4 (Acetat) , 7 (Tris-Acetat) , 10 (Glycin) , 
Die Enzymkonzentration lag im Bereich von 0,6 bis 0,9 mg/ml. Pur jeden 
Versuch wurde ein Gesamtvolumen von etwa 1,2 ml herangezogen , SSmtliche 
Proben wurden mit einer Abtastgeschwindigkeit von 90**C/h von 5*0 auf 95®C 
erwfirmt . 


NZAS-0026301 


26 

Srgebnlsse: 

Die Ergebnisse fur den Wildtyp und die ausgewahlten Mutanten sind in 
der nachstehenden Tabelle zusammengestellt . 

pH-Wert 4 pH-Wert 7 pH-Wcrt XO 


Nr. 

Mutation 


dTd 

^d 

dTd 

^d 


WT 


58,9 


74,7 


69,3 


1 

F211A 

60,2 

+ 1,3 

75,8 

+1,1 

70,3 

+ 1,0 

2 

T267R 

59,4 

+0,5 

75,7 

+1,0 

70,0 

+0,7 

3 

DlllN 

58,3 

-0,6 

75,6 

+0,9 

69,9 

+0,6 

4 

F211L 

57,8 

-1,1 

74,8 

0,1 

69,4 

0,1 


Anmerkung: dT^ bedeutet, dafi die VerSnderungen der Thermosta- 
bilitat ein Ergebnis der Mutation ist. 
Beispiel 11 

Lagers tab ill tat von H. I anus^in 05 a -Lipase -Variant en in einem flussi- 
gen Waschatittel 

Verschiedene Varianten warden in einem flussigen Modellwaschmittel 
der folgenden Zusammensetzung gecestet: 


% (Gew,/Gew.) 


Anionisch 

LAS 

10 


AS 

1 


Seife 

14 

Nicht-Ionogen 

AEO 

13 

L6sungsmittel 

1, 2-Propandiol 

3 


Echanol 

5 

Puffer 

TEA 

6 

Builder 

Natriumcitrat 

1 

Neutralisiermittel 

NaOH 

2 

Stabilisator und dergl. 

sxs 

1 


Ca2+ 

0,0025 


Phosphonat 

0,4 


Na2S04 

0,2 

Wasser • 

ad 100* 


pH-Werc 

8 Oder 10 



1000 LU pro Granun Waschmittel wurden zugegeben. in einigen Proben 
wurden 0, 025 AUS/g (Alcalase^) zugegeben. Die Proben wurden nach folgen- 
dem Schema ge lager t (jeweils Dreif achversuch) : 
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Lager tesrperatur 


30'C 


WascbmitteX 


pH-Wert 8, keine Protease 2 & 7 Tage 

pH-Wert 8, 0,025 AUS/g 

pH-Wert 10, keine Protease 7 Tage 


2 & 7 Tage 


7 Tage 


2 Tage 


Nach dieser Inkubation wurden die Proben gemaiS dem LU-Verfahren 
(Novo Nordisk AF 95.5) analysiert. 

Unter der Annahrae, daS der Abfall der Lipase- Aktivitat einer Kinetik 
1, Ordnung folgt, laSt sich die Geschwindigkeitskonstante der Abnahme 
folgendermafien bestintmen: A{t) = Ao*exp(-k*t) 

worin A(t) die EnzymaktivitSt zum Zeitpunkt t bedeutet, Aq die anfangli- 
che Aktivitat bedeutet und k die Geschwindigkeitskonstante 1. Ordnung be- 
deutet . 

Fur das Waschmittel mit einem Gehalt an Protease Ififit sich die Ge- 
schwindigkeitskonstante fOr die Proteolyse folgendermaSen berechnen: A(t) 
= Ao*exp(-[k+kp]*t) 

worin kp die Geschwindigkeitskonstante der Proteolyse bedeutet und k aus 
den StabilitStsdaten im Waschmittel ohne Protease berechnet wird. 

In jedem Versuch wurde die Wildtyp-H. Janugrinosa- Lipase zum Ver- 
gleich mitgef uhrt . Ein Vergleich der Varianten mit dem Wildtyp wird nur 
bei einem Versuch vorgenommen, um die Variationsunsicherheit zwischen den 
Versuchen zu verringern. Nachstehend sind die Ergebnisse zusammenge- 
stellt. Die relative Verbesserung einer Variante gegenOber dem Wildtyp 
wird folgendermaSen angegeben: IF^ = ^vt/^x 

worin IP den Verbesserungsf aktor bedeutet, k^^. die Geschwindigkeitskon- 
stante des Abfalls des Wildtyps (bei den gegebenen Bedingungen) bedeutet 
und ky^ die entsprechende Geschwindigkeitskonstante der in Frage stehenden 
Variante im gleichen Versuch bedeutet. 

IF drOckt die relative Verbesserung als Halbwertszeit aus (IF^ » 2 
bedeutet, daS die Halbwertszeit der Variante x beira gleichen Versuch dop- 
pelt so lang wie die des Wildtyps ist) . 

Auf der Grundlage einer Ermittlung der Variationen von Wiederho- 
lungsansatzen innerhalb eines Versuchs wird ein IF-Wert <0,7 oder IF >l,3 
als signifikant angesehen. Die Einheit von k betrSgt (Tag)"^. 
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Varlante 

Versuch 

pH-Wert 8 

pH"Wert 8 

pH-Wert 10 


Nr. 


keln 


koln 





Protein 


Protein 




k*> IF*) 

v 


IF 

Wildtyp 

3 


0,02 

0,48 

0,19 



5 


0,02 

0,40 

0,16 



6 


0,00 

0,34 

0,09 



7 


0,01 

0,52 

0,22 



8 

a 

0,01 

0,50 

0,09 




b 

0,01 

0,52 

0,07 


D96N 

3 


0,00 

0,21 2,3 

0,15 

1,3 


5 


0,02 

0,26 1,6^ 

n.d. 


DlllN 

3 


0,00 

0,50 1,0 

0,16 

1,2 


5 


0,02 

0,31 1,3 

0,13 

1,2 

E56Q 

3 


0,01 

0,22 2,2 

0,14 

1,4 

D96L 

6 


0,01 

0,17 2,0 

0,08 

1,2 


7 


0,00 

0,23 2,3 

0,09 

2,6 

R209A/E210A/D96L 

7 


0,02 

0,36 1,4 

0,10 

2.3 

E210Q/D242N/D254N 

7 


0,02 

0,49 1,0 

n.d. 



im Detergens beim pH-Wert 8 ist in sSmtlichen Ffillen sehr nieder. 
Aufgrund dieser kurzen Lagerzeit (7 Tage, etwa 90% RestaktivitSt) ist die 
Bestimmung nicht sehr genau. Daher wird der IF-Wert nicht berechnet . 
n.d. = nicht bestinunt 

Zusammenfassend ISGt sich feststellen, daS eine Anzahl der geteste- 
ten Varianten eine verbesserte BestSndigkeit gegen einen proteolytischen 
Abbau auf wies . Sie wiesen fast alle eine verbesserte Bestandigkeit gegen- 
Ober alkalischen Bedingungen auf. 

Beispiel 12 

Speziflsche Aktlvltat 

Eine h6here spezifische Aktivit5t (Mengen an SubstratmolekOlen, die 
pro Zeiteinheit und pro Einheitsmenge gespalten wurden) im Vergleich zum 
Wildtyp (wt) wurde fur die nachstehend angegebenen Lipase-Varianten ge- 
messen. Dies bedeutet, dafi diese Lipasen ein Oberlegenes Verhalten bei 
der Hydrolyse des vorliegenden Substrats aufweisen. 

Die Lipasen wurden auf die gleiche Weise fermentiert und gereinigt , 
Die gereinigten Lipasen wurden in einem standardmSSigen LU-Test getestet 
Unalytisches Verfahren, interne Novo Nordisk-Nr. AF 96/6-GB 1991.02.07). 
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Die Probe wurde 2 mal analysiert. Die Mittelwerte sind tabellarisch auf- 
gefOhrt. Die Proteinmenge wurde durch Messung der optischen Dichte an ein 
Shimadzu-Spektrophotometer bei der WellenlSnge 280 nm gemessen. Die Probe 
wurde als rein angesehen, wenn der Verhaitniswert von OD280/OD260 grOlSer 
als 1,6 war und sich gleichzeitig bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektro- 
phorese eine einzige Bande ergab. 

Hufflicola lanuginosa Spezifische Aktivitat L0/OD28O 

DlllN 4290* 

B56A 4 890* 

L206V 4750 

R209*/E210* 6686 

R209A/E210A/D96L 4818 

wt 3790 

*nur 1 mal getestet 


SEQUENZLISTS 


(1) ALLGEMBINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

Novo Nordisk A/S 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Lipase- Varianten 
(iii) ANZAHL DER SEQUEN2EN: 2 

(iv) KORRESPONDENZANSCHRIFT: 

(A) ADRESSAT: Novo Nordisk A/S 

(B) STASSE: Novo Alle 

(C) ORT: Bagsvaerd 

(E) LAND: DSnemark 

(F) POSTLEITZAHL: 2880 
(v) COMPDTBRLESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy Disk 

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1,25 
(vi) DAtEN DER VORLIEGENDEN ANMELDDNG: 

(A) ANMELDENUMMER : 

(B) ANMELDETAG: 

(C) KLASSIFIKATION: 
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(vii) DATEN DER VORANMEL0UNG : 

(A) ANMELDENUMMER: DK 2196/90 

(B) ANMELDETAG: 13. SEPTEMBER 1990 
(vii) DATEN DER VORANMELDUNG : 

(A) AJJMELDENUMMER: DK 2194/90 

(B) ANMELDETAG: 13. SEPTEMBER 1990 

(vii) DATEN DER VORANMELDUNC : 

(A) ANMELDENUMMER: DK 2X95/90 

(B) ANMELDETAG: 13. SEPTEMBER 1990 

(viii) ANGABEN OBER DEN ANWALT/VERTRETER ; 
(A) NAME: Thalsoe-Madsen, Birgit 

(C) AKTENZEICHBN: 3520.204-WO 
(ix) TELEKOMMUNIKATIONSANGABEN: 

(A) TELEFON: +45 4444 8888 

(B) TELEFAX: +45 444 9 3256 

(C) TELEX: 37304 


(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQDENZCHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 918 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKULTYP: cDNA 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humicola lanuginosa 
(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) Lage: 1..873 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ATG AGG AGC TCC CTT GTG CTG TTC TTT GTC TCT GCG TGG ACG GCC TTG 48 
Met Arg Ser Ser Leu Val Leu Phe Phe Val Ser Ala Trp Thr Ala Leu 
15 10 15 

GCC AGT CCT ATT CGT CGA GAG GTC TCG CAG GAT CTG TTT AAC CAG TTC 96 
Ala Ser Pro lie Arg Arg Glu Val Ser Gin Asp Leu Phe Asn Gin Phe 
20 25 30 

AAT CTC TTT GCA CAG TAT TCT GCA GCC GCA TAC TGC GGA AAA AAC AAT 144 
Asn Leu Phe Ala Gin Tyr Ser Ala Ala Ala Tyr Cys Gly Lys Asn Asn 
35 40 45 
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GAT GCC CCA GCT GGT ACA AAC ATT ACG TGC ACG GGA AAT GCC TGC CCC 192 
Asp Ala Pro Ala Gly Thr Asn He Thr Cys Thr Gly Asn Ala Cys Pro 
50 55 60 

GAG GTA GAG AAG GCG GAT GCA ACG TTT CTC TAG TCG TTT GAA GAG TCT 2 40 
Glu Val Glu Lys Ala Asp Ala Thr Phe Leu Tyr Ser Phe Glu Asp Ser 
65 70 75 80 

GGA GTG GGC GAT GTC ACC GGC TTC CTT GCT CTC GAC AAC ACG AAC AAA 288 
Gly Val Gly Asp Val Thr Gly Phe Leu Ala Leu Asp Asn Thr Ash Lys 
85 90 95 

TTG ATC GTC CTC TCT TTC CGT GGC TCT CGT TCC ATA GAG AAC^GG ATC 336 
Leu He Val Leu Ser Phe Arg Gly Ser Arg Ser He Glu Asn Trp lie 

100 105 110 

GGG AAT CTT AAC TTC GAC TTG AAA GAA ATA AAT GAC ATT TGC TCC GGC 3 84 
Gly Asn Leu Asn Phe Asp Leu Lys Glu He Asn Asp He Cys Ser Glv 
115 120 125 


TGC AGG GGA CAT 
Cys Arg Gly His 
13 0 

ACG TTA AGG CAG 
Thr Leu Arg Gin 
145 

CGC GTG GTG TTT 
Arg Val Val Phe 


GCC GGA GCA GAC 
Ala Gly Ala Asp 
180 

TAT GGC GCC CCC 
Tyr Gly Ala Pro 
195 

GTA CAG ACC GGC 
Val Gin Thr Gly 
210 

GTC CCT AGA CTC 
Val Pro Arg Leu 
225 

GAG TAC TGG ATC 
Glu Tyr Trp He 


GAC GGC TTC 
Asp Gly Phe 
135 

AAG GTG GAG 
Lys Val Glu 
150 

ACC GGA CAT 
Thr Gly His 
165 

CTG CGT GGA 
Leu Arg Gly 


ACT TCG TCC TGG 
Thr Ser Ser Trp 


CGA GTC GGA 
Arg Val Gly 


ATC GTG AAG ATA 
He Val Lys He 
260 


GGA ACA CTC 
Gly Thr Leu 
215 

CCG CCG CGC 
Pro Pro Arg 
230 

AAA TCT GGA 
Lys Ser Gly 
245 

GAA GGC ATC 
Glu Gly He 


GAT GCT GTG AGG 
Asp Ala Val Arg 
155 

AGC TTG GGT GGT 
Ser Leu Gly Gly 
170 

AAT GGG TAT GAT 
Asn Gly Tyr Asp 
185 

AAC AGG GCT TTT 
Asn Arg Ala Phe 
200 

TAC CGC ATT ACC 
Tyr Arg He Thr 


AGG TCT 
Arg Ser 
140 

GAG CAT 
Glu His 


GTA GCC GAT 4 32 
Val Ala Asp 


CCC GAC TAT 4 80 
Pro Asp Tyr 
160 

GCA TTG GCA ACT GTT 528 
Ala Leu Ala Thr Val 
175 

ATC GAC GTG TTT TCA 57 6 
He Asp Val Phe Ser 
190 

TTC CTG ACC 62 4 
Phe Leu Thr 


GAA TTC GGT TAC 
Glu Phe Gly Tyr 
235 

ACC CTT GTC CCC 
Thr Leu Val Pro 
250 

GAT GCC ACC GGC 
Asp Ala Thr Gly 
265 


GCA GAA 
Ala Glu 
205 

CAC ACC 
His Thr 
220 

AGC CAT 
Ser His 


GTC ACC 
Val Thr 


GGC AAT 
Gly Asn 


AAT GAT ATT 67 2 
Asn Asp He 


TCT AGC CCA 72 0 
Ser Ser Pro 
240 

CGA AAC GAT 7 68 
Arg Asn Asp 
255 

AAC CAG CCT 816 
Asn Gin Pro 
270 
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AAC ATT CCG GAT ATC CCT GCG CAC CTA TGG TAC TTC GGG TTA ATT GGC flfi^ 
Asn lie Pro Asp He Pro Ala His Leu Trp Tyr Phe Gly Su lie ITy ' 
275 280 285 

Thr ^^^'^^^^CGG CGCGGCTGGG TCCGACTCTA GCGAGCTCGA GATCT 918 

290 


(2) ANGABBN 2U SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 

(A) LANGE: 291 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKULTYP: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Ser Ser Leu Val Leu Phe Phe Val Ser Ala Trp Thr Ala Leu 
15 10 15 

Ala Ser Pro He Arg Arg Glu Val Ser Gin Asp Leu Phe Asn Gin Phe 
20 25 30 

Asn Leu Phe Ala Gin Tyr Ser Ala Ala Ala Tyr Cys Gly Lys Asn Asn 
35 40 45 

Asp Ala Pro Ala Gly Thr Asn He Thr Cys Thr Gly Asn Ala Cys Pro 
50 55 60 

Glu Val Glu Lys Ala Asp Ala Thr Phe Leu Tyr Ser Phe Glu Asp Ser 
^5 70 75 80 

Gly Val Gly Asp Val Thr Gly Phe Leu Ala Leu Asp Asn Thr Asn Lys 

85 90 95 

Leu He Val Leu Ser Phe Arg Gly Ser Arg Ser He Glu Asn Trp He 
100 105 110 

Gly Asn Leu Asn Phe Asp Leu Lys Glu He Asn Asp He Cys Ser Gly 
115 120 125 

Cys Arg Gly His Asp Gly Phe Thr Ser Ser Trp Arg Ser Val Ala Asp 
130 135 140 

Thr Leu Arg Gin Lys Val Glu Asp Ala Val Arg Glu His Pro Asp Tyr 
145 150 155 160 

Arg Val Val Phe Thr Gly His Ser Leu Gly Gly Ala Leu Ala Thr Val 
165 170 ^ 175 

Ala Gly Ala Asp Leu Arg Gly Asn Gly Tyr Asp He Asp Val Phe Ser 
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Tyr Gly Ala 
195 

Val Gin Thr 
210 

Val Pro Arg 
225 

Glu Tyr Trp 


lie Val Lys 


Asn lie Pro 
275 

Thr Cys Leu 
290 


180 

Pro Arg 
Gly Gly 
Leu Pro 


lie Lys 
245 

lie Glu 
2 60 

Asp lie 


Val Gly Asn 
200 

Thr Leu Tyr 
215 

Pro Arg Glu 
230 

Ser Gly Thr 


Gly lie Asp 


Pro Ala His 
280 


185 

Arg Ala Phe Ala 


Arg lie Thr His 
220 

Phe Gly Tyr Ser 
235 

Leu Val Pro Val 
250 

Ala Thr Gly Gly 
265 

Leu Trp Tyr Ph-e 


190 

Glu Phe Leu Thr 
205 

Thr Asn Asp He 


His Ser Ser Pro 
240 

Thr Arg Asn Asp 
255 

Asn Asn Gin Pro 
270 

Gly Leu He Gly 
285 
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PatentansprOche 

1. Enzymatisch aktive Lipase -Variante einer parentalen Lipase, wo- 
bei die parentale Lipase eine trypsinartige katalytische Triads unter 
Einschlufi eines aktiven Serins in einer vorwiegend hydrophoben. ISngli- 
chen Bindungstasche des Lipase-Molekuls sowie eine Oberf lachen^Schleifen- 
struktur umfaSt, die das aktive Serin bedeckt, wenn die Lipase in der in- 
aktiven Form vorliegt, wobei diese Oberf lachen-Schleif enstr\iktur unter 
Freilegen der Reste am aktiven Zentrum verschoben wird, wenn die Lipase 
aktiviert wird, wodurch eine Lipid- Kontakt zone innerhalb des Teils der 
Lipase-Struktur, die den aktiven Serinrest enthfilt, geschaffen wird, die 
durch eine OberflSche mit erh6hter Oberf lachenhydrophobizitat gebildet 
wird, die mit dem Lipidsubstrat bei oder wShrend der Hydrolyse in Wech- 
selwirkung tritt, wobei die elektrostatische Ladung und/oder die Hydro- 
phobizitat der Lipid-Kontaktzone durch Deletion oder Substitution von 
einem oder mehreren negativ geladenen AminosSureresten der Lipid-Kontakt- 
zone durch neutrale oder positiv geladene Aminosfiurereste und/oder durch 
Substitution von einem oder mehreren neutralen Aminosfiureresten durch po- 
sitiv geladene Aminosaurereste und/oder durch Deletion oder Substitution 
von einem oder mehreren hydrophilen Aminosaureresten durch hydrophobe 
Aminosaurereste verSndert ist, mit der MaEgabe, dafi diese Lipase-Variante 
sich von Varianten einer derartigen parentalen Lipase, die aus Pseudorvo- 
nas putida ATCC 53552 isolierbar ist, unterscheidet , worin das Gin in Po- 
sition 127 durch Arg substituiert ist und/oder der Phe-Rest in Position 
207 durch Thr, Gly, Lys oder Ala substituiert ist. 

2. Lipase-Variante nach Anspruch 1, wobei ein oder mehr Glutamin- 
saure- Oder Asparaginsaurereste der Lipid-Kontaktzone durch Glutamin, 
Asparagin, Alanin, Leucin, Valin, Serin, Threonin, Lysin oder Arginin 
substituiert sind. 

3. Lipase-Variante nach Anspruch l oder 2, wobei es sich bei der 
parentalen Lipase urn eine mikrobielle Lipase handelt. 

4. Lipase-Variante nach Anspruch 3, wobei es sich bei der parenta- 
len Lipase urn eine Pilz-Lipase handelt, die vorzugsweise von einem Stamm 
von Humicola oder Rhizomucor abgeleitet ist. 

5. Lipase-Variante nach Anspruch 4, wobei es sich bei der parenta- 
len Lipase urn eine Rhizomucor mi ebed. -Lipase handelt. 
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6. Lipase -Variant e nach Anspruch 5, wobei ein oder mehr Aminosau- 
rereste folgendermaSen substicuiert sind: 

D91N,K,R,A,V,L,S,T; 

D256N,K,R,A,V,L,S,T; 

D226N,K,R,A,V,L,S,T; . 

D61N,K,R,A,V,L,S,T; 

D113N,K,R,A,V,L,S,T7 

E201Q,K,R,A,V,L,S,T; Oder 

D243N,K,R,A,V,L,S,T, 

7. Lipase-Variance nach Anspruch 4, wobei es sich bei der parenta- 
len Lipase urn eine Humicola lanugricosa-Lipase handelt. 

8. Lipase -Variance nach Anspruch 7, wobei ein Oder mehr Aminosau- 
rereste folgendermaSen substituiert sind: 

E87Q,K,R,A,N,T,S,L,V; 

D254N,K,R,A,Q,T,S,L,V; 

D242N,K,R,A,Q,T,S,L,V; 

E210Q,K,R,A,N,T,S,L,V; 

E56Q,K,R,A,N,T,S,L,V; 

D96N,K,R,A,Q,T,S,L.V; 

DllliJ.K,R,A,Q.T,S,L,V; 

D62A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E219A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E234A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E57A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

E99A,Q,N,T,S,K,R,L,V; 

D27A,Q,N,T,S,K,R,L,V;oder 

E239A,Q,N,T,S,K,R,L,V 

T267K,R; 

S85K,R; 

T226K,R; 

N88K,R; 

N92K,R; 

I255K,R; 

I202K,R; 

L206K,R; 

R209A; 

L259K,R; 

V203K,R; oder 
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L227K,R insbesondere eine Lipase -Variante rait folgenden Substitution 

nen: 

E87Q + D254N + D242N + E210Q; 

E87Q + D254N + E210Q; 

D96N + E87Q + D254N; 

R209A + E210A; 

R209A + R2X0A + D96L; Oder 

E210Q + D242N + D254N. 

9. Lipase-Variante nach Anspruch 3, wobei es sich bei der parenta- 
len Lipase urn eine Hefe-Lipase, die beispielsweise von einem Stamm von 
Candida abgeleitet ist, Oder urn eine bakterielle Lipase, die beispiels- 
weise von einem Stamm von Pseudomonas abgeleitet ist, handelt. 

10. DNA-Konstrukt, umfassend eine DNA-Sequenz, die fOr eine Lipas_e- 
Variante nach einem der Anspruche 1 bis 9 kodiert. 

11. Rekombinanter Express ionsvektor, der ein DNA-Konstrukt nach An- 
spruch 10 tr^gc. 

12. Zelle, die mit einem DNA-Konstrukt nach Anspruch 10 oder mit 
einem Vektor nach Anspruch 11 transformiert ist. 

13. Zelle nach Anspruch 12, bei der es sich urn eine Pilzzelle, z. 
B. der Gattung Aspergillus, wie A. niger, A, oryzae oder A. nidulans; 
eine Hefezelle, die beispielsweise zu einem Stamm von Saccharomyces , wie 
5. cerevisiae, geh6rt, oder urn eine methylotrophe Hefe der Gattungen 
Hansenula, wie H, polyniorpha oder Pichia, z.B. P. pastoris; oder um eine 
bakterielle Zelle, die beispielsweise zu einem Stamm von Bacillus, wie B. 
subtilis Oder B. ientus gehOrt, handelt. 

14. Zelle nach Anspruch 12, bei der es sich um eine Pf lanzenzelle 
handelt, die beispielsweise zu den Solanaceae, wie Solanim tuberosum oder 
Nicotiana cabacuni, gehGrt . 

15. Verfahren zur Herstellung einer Lipase-Variante nach einem der 
AnsprOche 1 bis 9, wobei man. eine Zelle nach einem der Anspruche 12 bis 
14 unter Bedingungen ztichtet oder wachsen laSt, die zur Bildung der Li- ' 
pase-Variante fuhren, und anschlieSend die Lipase-Variante aus der Kultur 
Oder Pflanze gewinnt . 

16. Waschmitteladditiv, umfassend eine Lipase-Variante nach einem 
der AnsprOche 1 bis 9, gegebenenf alls in Form eines staubfreien Granu- 
lats, einer stabilisierten FlOssigkeit oder eines geschutzten Enzyms. 

17. Waschmitteladditiv nach Anspruch 16, das 0,02-200 mg Enzympro- 
tein/g Additiv enthSlt. 
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18. Waschmitteladditiv nach Anspruch 16 oder 17, das zusStzlich ein 
weiteres Enzym, z. B. eine Protease, Amylase, Peroxidase und/oder Cellu- 
lase, enchait. 

19. Waschmittelzusammensetzung, enthaltend eine Lipase-Variante 
nach einem der Anspruche 1 bis 9. 

20. Waschmittelzusammensetzung nach Anspruch 19, die zusStzlich ein 
weiteres Enzym, z, B. eine Protease, Amylase, Peroxidase und/oder Cellu- 
lase, enthSlt. 
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Fig. 1 b 
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Fig. 2a 
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Fig. 2b 
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Lmearisiening des Plasmids mit 
einem speziellen Restriktionsenzym 


3-stufige PCR-Einbaumutation 


Spaltung mit Restriktionsenzymen, 
IsoUerung des Fragments 


Reklonierung in das Expressionsplasmid 


Sequenz-Verifikation des PCR-Fragments 


Fig. 3 
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Fig. 4 
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Fig. 7 
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